BEST AVAILABLE COPY 




T>/"^ ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 

X X Bureau intemationa! 

DEMANDE INTERNATTOH^VLE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION £N MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Qassification iaternationale des brevets ^ : 
OOTH 21/00, A61K 31/70 



Al 



(11) Numero de publication Internationale: WO 93/12131 

(43) Date de publication intemationale: 24 juin 1993 (24.06.93) 



(21) Numero de la demande Internationale : PCT/FR92/0 1 1 73 

(22) Date de depot international: 11 decembre 1992(11.12,92) 



(30) Donnees relatires a la priorite: 

91/15421 12 decembre 1991 (12.12.91) FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US): CENTRE 

NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 
(CNRS) [FR/FRl; 15, quai Anatole- France, F-75007 Pa- 
ris (FR). 

(72) Inventeurs ; et 

C75) Inventears/Deposants (US seulement) : IMBACH, Jean- 
Louis [FR/FR]; 1108, rue de la Sorbes, F-34080 Mont- 
pellier (FR). GOSSELIN, Gilles [FR/FR]; Residence 
Barque-des-Arceaux, Batiment FE 1, 83, rue Calvin, F- 
34080 Montpellier (FR). 



(74)Mandataire: WARCOIN. Jacques; Cabinet Regimbeau, 
26, avenue Kleber, F-75116 Paris (FR). 

(81) Etats designes: CA, JP, US, brevet europeen (AT, BE, CH, 
DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU. MC, NL, PT, 
SE). 



Publiee 

Avec rapport de recherche intemationale. 



(54) Title: 2',3'-DIDEOXY-3'-AMINOTHYMIDINE DERIVATIVES, METHOD FOR PREPARING SAME. AND THERA- 
PEUTICAL USES THEREOF 

(54)Titre: DERIVES DE 2'.3'-DIDESOXY-3'.AMINOTHYMIDINE. LEUR PREPARATION ET LEUR APPLICATION 
EN THERAPEUTIQUE 



RO^ O — aminodT 
0^ 0 — aminodT 



(57) Abstract 

2',3'-dideoxy-3'-amino-thymidine derivatives of formula (I), wherein R is NH4+ or HO(CH2)2-S-S-(CH2)2; and thera- 
peutical uses thereof. 

(57)Abrege 
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DERIVES DE 2 ' , 3 ' -DIDESOXY-3 ' -AMINOTHYMIDINE, 
LEUR PREPARATION ET IiEUR APPLICATION EN THfeRAPEUTIQUE 
La presente invention a pour objet des derives de 
2 3 ' -didesoxy- 3 • -amino thymidine (ou eimino-dT), leur 
5 preparation et leur application en therapeutique . 

Les composes de 1' invention repondent a la formule donnee en 

annexe 1 dans laquelle 

R est NH4* ou HO(CH2)2-S-S-(CH2)2-- 

La preparation des composes de 1' invention est indiquee 
10 ci-apres. 

Les chromatographies sur couche mince ont ete realisees sur 
plaques de silice Merck 60F 254 (art,5554). Les chromato- 
graphies sur colonne de gel de silice ont ete effectuees avec 
de la silice Merck 60 H (art, 7736) ou avec de la silice 

15 silanisee RP2 Merck (art, 7719). 

Les analyses CLPH ont ete effectuees sur colonne Waters 
Radial"Pak (diam. : 8 mm, 1 : 100 mm) C^g de granulometrie 
spherique de 1 0 Jim. Cette colonne est protegee par una preco- 
lonne Guard-Pak. Le systeme CLHP est compose d*un injecteur 

20 Ue^' ^® deux pompes M-6000 A, d'un programmateur M-720 

(waters), d'un detecteur UV multicanal Pye Unicam PU 4021 et 
d'un centre de controle video PU 4850 (Philipps). L'elution a 
ete realisee avec une solution d' acetonitrile dans un tampon 
d' acetate d' ammonium 0,1 M (pH 5,9) a un debit de 2 ml par 

25 minute (TR temps de retention) . 

Les purifications CLHP ont ete effectuees sur colonne SFCC 
Nucleosil (diam.: 19 mm, 1 : 150 mm) de granulometrie 
spherique de 10 pun. Le systeme CLHP est compose d'un injec- 
teur UgK, de deux pompes M-510 EF, d'un programmateur M-720, 

30 d'un detecteur UV M-481 et d*un enregistreur Data Module 746 
(Waters). L'elution est realisee avec une solution d' acetoni- 
trile dans I'eau a un debit de 6,25 ml par minute. 
Avant analyse, purification CLHP ou lyophilisation, les 
solutions ont ete filtrees sur filtre Millex HV-4 

35 (Millipore), 

Les spectres UV ont ete enregistres sur un spectrophotometre 
UVIKON 810, 

Les spectres de masse ont ete pris sur un appareil JEOL JMS 
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DX 300 pi la methode d'ionxsation FAB dans une matrice de 
glycerol (G) , glycerol /thioglycerol (OT) ou d'alcool 
3-nitrobenzylxgue (NBA) . 

Les spectres RMN du proton ont ete enregistres sur un 
5 appareil Varian EM 360 ou sur appareil Briiker AC 250. 

Les deplacements chimiques sont exprimis en ppm par rapport 
au signal du tetramethylsilane (TMS) . 

La multiplicite et 1' allure des signaux observes par RMN sont 
indiquees par une (ou plusieurs) lettre(sy : s (singulet), d 
(doublet), t (triplet), n. (multiplet), 1 (large). 
Les spectres RMH du phosphore ont 4te enregistres sur un 
appareil Bruker WP 200 SY avec decouplage du proton. 
Les deplacements chimiques sont exprimes en ppm par rapport 
au signal de H3PO4 pris comme reference externe. 



10 



15 



20 



5'_0-Tertiobutyldimethylsilyl S'-amino 2 ' , 3 ' -dx^Ssoxy thy- 

A une solution de 8,35 g (34,6 mmol.) de 3'-amino-2 ,3 -dx- 
desoxythymidine 1 dans 250 ml de pyridine sont ajoutes 6,26 g 
(41,5 mmol.) de chlorure de tertiobutyldimetylsilyle. La 
reaction est laissee 24 h. Le melange est dilue avec du 
CH,C1„ lave avec une solution aqueuse de NaHC03 puis avec de 
I'eau. t.a phase organique est sechee sur Na^SO, et concentree. 
L'huile obtenue est chromatographiee sur gel de sxlice 
(eluant MeOH (0-10%) dans CH^Cla) pour conduire a 11,8 g (96%) 
de 2 sous forme de mousse - 



2UV (EtOH) :max 266 nm (e 10600) 
30 min 233 nm (e 1700) 

SM (FAB positif, GT) : 711 (2M.H)% 356 (M*H) , 127 (BH,) 
- RMN^H (DMSO-d^) : 6 = 0,07 (s; 6H, (^3)381) ; 0,88 (s, 9H, 
(CH3)3CSi) ; 1,77 (s, 3H, CH3) ; 2,03 (m, 2H, H-2',2 ) ; 3,38 
(„., IH, H-3M ; 3,58 (m, 1H, H-4 ' ) ; 3,72 (dd, 1H, H-5 , J = 
3,9 et 10,4 H.) ; 3,83 (dd, 1H, H-5 ' ' , J = 2,8 et 10,4 H.) ; 
6,11 (t, 1H, H-T, J = 6,2 HZ), 7,48 (s,- IH, H-6) ppm. 



•-O-rertiobutyldimethylsilyl 3'-(l^-(4-methoxytrityl)-amino) 



35 
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2 

DX 300 par La methode d'ionisation FAB dans une matrice de 
glycerol (G) , glycerol /thioglycerol (GT) ou d'alcool 
3-n±troben2ylique (NBA) . 

Les spectres RMN du proton ont ete enregistres sur un 
5 apparexl Varian EM 360 ou snr appareil Briiker AC 250, 

Les deplacements chimiques sont exprimes en ppm par rapport 
au signal du tetramethylsilane (TMS). 

La multiplicite et 1 ' allure des slgnaux observes par RMN sont 
indiquees par une (ou plusieurs) lettre(s) : s (singuletj, d 
TO (doublet), t (triplet), m (multiplet ) , 1 (large) • 

Les spectres RMN du phosphore ont ete enregistres sur tin 
appareil Briiker WP 200 BY avec decouplage du proton. 
Les deplacements chimiques sont exprimes en ppm par rapport 
au signal de H3PO4 pris comme reference externe- 

15 

S' -O-Tertiobutyldimethylsilyl 3 ' —amino 2 * , 3 ' -di^esoxy thy- 
midine 2, 

A une solution de 8,35 g (34,6 mmol.) de 3 * -amino-2^ , 3 ' -di- 
20 desoxythymidine T dans 250 ml de pyridine sont ajoutes 6^26 g 

(41,5 irimol.) de chlorure de tertiobutyldimetylsilyle- La 

reaction est laissee 24 h. Le melange est dilue avec du 
' CK2CI2/ lave avec une solution aqueuse de NaHCd3 puis avec de 

I'eau. fca phase organique est sechee sur Na2S04 et concentree. 
2$. L*huile obtenue est chroma tographiee sur gel de silice 

(eluant MeOH (0-10%) dans CHgClg) pour conduire a 11,8 g (96%) 

de 2 sons forme de mousse. 

20V (EtOH) rmax 266 nm (e 10600) 

30 min 233 nm (e 1700) 

SM (FAB positif, GT) : 711 (2M+K)% 356 (M+H)% 127 (BH^)* 
RMN^H (DMSO-d^) r 6 = 0,07 (s; 6H, (CH3)2Si) l 0,88 (s, 9H, 
(CH3)3CSi) ; 1,77 (s, 3H, CH3) ; 2,03 (m, 2H, H-2',2") ; 3,38 
(ra, IH, H-3') ; 3,58 (m, 1H, H-4 • ) ; 3,72 (dd, 1H, H-5', J = 

35 3,9 et 10,4 Hz) ; 3,83 (dd, 1H, H-5'^ J = 2,8 et 10,4 Hz) ; 
6,11 (t, 1H, H-1', J = 6,2 Hz), 7,48 (s,-tH, H-6) ppm* 



5 •-O-Tertiobutyldimethylsilyl 3*— (N-(4-inefchoxytrityl)-amino) 
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3 

2 • , 3 ' -didesoxy thymidine 3 . 

Le compose 2 (11,7 g ; 32,9 mmol.) est tiraite par 15,2 g 
(49,2 mmol.) de chlorure de 4-inethoxy trityle dans 295 ml de 
pyridine durant 20 h, Le melange est repris avec du CHgClg (1% 
5 EtjN), lave avec une solution aqueuse de NaHC03 puis a I'eau, 
La phase organique est sechee sur Na2S04, evaporee et coevapo- 
ree avec du toluene. One purification sur colonne de gel de 
silice (eluant : MeOH (0-3%), EtjN (1%) dans CH2CI2) conduit a 
17,5 g (85%) de 3 sous forme de mousse. 

10 

3UV (EtOH) :X max 265 nm (e 11300) 

X min 254 nm (e 10200) 

X inflex 232 nm (e 15800) 

15 SM (FAB positif, GT) : 628 (M+H)*, 127 (BHg)* 

RMN^H (DMSO-d^) : 6 = -0,08 et -0,04 (s et s, 3H et 3H, 
(CH3)2Si) ; 0,79 (s, 9H, (^3)3051) ; 1,10-1,37 (m, 2H, 
H-2\2") ; 1,69 (s, 3H, CH3) ; 3,17 (m, 1H, H-3') ; 3,50 (m, 
2H, H-4', NH) ; 3,70 (m, 1H, H-5') ; 3,71 (s, 3H, CH30Tr) ; 

20 3,85 (m, 1H, H-5'') ; 6,09 (t, 1H, H-1 ' ; J = 6,9 Hz) ; 
6,82-7,47 (m, 14H, Tr), 7,20 (s, 1H, H-6> ppm. 

3'-(N-(4-Methoxytrityl)-amino) 2 ', 3 ' -didesoxy thymidine 4. 
Le traitement de 17,4 g (27,7 mmol.) de 3. par 83 ml (91 
25 mmol.) d * une solution 1,1 M de fluorure de tetrabutylammonium 
dans le THF conduit a 10,2 g (72%) de 4 apres evaporation du 
solvant et 4 chromatographies sur colonne de gel de silice 
(eluant : MeOH (0-15%), Et3N (0,5%) dans CHjClg) pour chasser 
les sels de butylammonium. 

30 

4UV (EtOH) :X max 265 nm (e 9900) 

X min 255 nm ( e: 8600) 

X inflex 231 nm (e 14000) 

SM (FAB positif, GT) : 514 (M+H)*, 127 (BHg)* 
35 RMN^H (DMSO-d^): 6 = 1,02-1,19 (m, 1H, H-2 ' ) ; 1,19-1,37 (m, 
1H, H-2'') ; 1,68 (s, 3H, CH3) ; 2,8 (si, 1H, NH) ; 3,19 (m, 
1H, H-3') ; 3,44 (m, 1H, H-5') ; 3,64 (m, 1H, H-5") ; 3,71 
(s, 3H, CH3O) ; 3,72 (m, 1H, H-4 ' ) ; 4,90 (t, 1H, OH, J = 4,8 
Hz) ; 5,97 (t, 1H, H-1', J = 6,5 Hz) ; 6,81-7,55 (m, 14H, 
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Tr) ; 7,55 (s, IH, H-6) ; 11,2 (si, 1H, NHCO) ppm. 



O- ( 3 • - ( N- ( 4-methoxy tri tyl ) -amino ) 2 ' , 3 ' -didesoxy- 
thymidin-S'-yD-hydrogenophosphonate 5. 

one solution de 6,65 g (97,7 mmol.> d'imidazole dans 69 ml 
d'acetonitrile est traitee a 0«C par 2,60 ml (29,8 mmol.) de 
trichlorure de phosphore et 15,3 ml (110 mmol.) de triethyl- 
amine durant 30'. Ce melange est additionne a 5,12 g (9,99 
mmol.) de 4 dans 69 ml d'acetonitrile. La phosphorylation est 
laissee 7 h puis 5 ml d'eau sont additionnes. La solution est 
alors concentree sous pression reduite, reprise avec une 
solution de bicarbonate de triethylammonium et extraite avec 
du CH2CI2- La phase organique est lavee a I'eau, sechee sur 
sulfate de sodium et evaporee. Le brut est purifie sur 
colonne de gel de silice (eluant : MeOH (0-20%), EtaN (0,05%) 
dans CH2CI2) pour conduire a5,1g(75%)de5. 



10 



15 



20 



25 



30 



50V (EtOH) iX max 265 nm (e 8700) 

X min 254 nm (e 7600) 

X inflex 231 nm (e 12300) 

SM (FAB negatif, GT) : 576 (M)" 

Wh (DMSO-dff) : 6 = 1,00-1,50 (m, 2K, H-2',2"), 1,18 (t, 
9H, (CH3CH2)3N, J = 7,3 Hz) ; 1,75 (s, 3H, CH3) ; 3,04 
(quadruplet, 6H, (CHaCSaXsN' ^ = '''^ Hz), 3,21 (m, 1H, H-3') ; 
3,60-3,95 (m, 3H, H-4',5',5") ; 3,72 (s, 3H, CHaOTr) ; 6,00 
(t, IH, H-1', J = 6,3 HZ) ; 6,61 (d, IH, HP, J = 585 Hz) ; 
6,80-7,55 (m, 14H, Tr) ; 7,66 (s, IH, H-6) ; 10,5 (si, IH, 
NH) ; 10,8 (si, IH, NH) ppm 
RMN^'p (DMSO-dg) : 6 = 2,055 ppm. 



0-0 • -bis ( 3 • -N- ( 4-methoxytrityl) -amino) 2 ' , 3 ' didgsoxy- 
thymidin-5' -yl) -phosphate 6. 
35 Au melange de 2,19 g (3,23 mmol.) d' hydrogenophosphonate 5 et 
de 1,49 g (2,90 mmol.) du nucleoside 4 dans 42 ml de pyridine 
sont ajoutes 1,20 ml (9,74 mmol.) de chlorure de pivaloyle. 
Apres 2 h de reaction, le milieu est dilue avec du CH2CI2, 
lave avec une solution aqueuse de NaHCOa puis k I'eau. La 
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Tr) ; 7,55 (s, H-6) ; 11,2 (si, 1H, NHCO) ppm. 



O- C 3 ' - ( H- ( 4-methoxy tri tyl ) -amino ) 2 ' , 3 * -didesoxy- 
5 thymidin-S'-yD-hydrogenophosphonate 5. 

Une solution de 6,65 g (9^7 ^7 mmol.) d* imidazole dans 69 ml 
d'acetonitrile est traitee a 0**C par 2^60 ml (29,8 mmol,) de 
trichlorure de phosphore et 15,3 ml (tlO mmol.) de triethyl- 
amine duarant 30'. Ce melange est additionne a 5>T2 g (9,99 

10 mmol.) de 4 dams 69 ml d ' acetonitrile . La phosphorylation est 
laissee 7 h puis 5 ml d'eau sont additionnes. La solution est 
alors concentree sous pression reduite, reprise avec une 
solution de bicarbonate de trie thy lammonium et extraite avec 
du CH2CI2- La phase orgajiique est lavee a I'eau, sechee sur 

15 sulfate de sodium et evaporee^ Le brut est purifie sur 

colonne de gel de silice (eluant : MeOH (0-20%), Et3N (0,05%) 
dans CH2CI2) pour conduire a5,1g(75%)de5. 

5UV (EtOH) :A max 265 nm (e 8700) 
20 X min 254 nm (e 7600) 

X inflex 231 nm (e 12300) 

SM (FAB negatif, GT) : 576 (M)* 

RMN^H (DMSO-d^) : 6 = 1,00-1,50 (m, 2K, H-2',2'M, 1,18 (t, 
9H, {CH3CH2)3tT, J = 7,3 Kz) ; 1,75 (s, 3H, CH3) ; 3,04 

25 (quadruplet, 6H, (CH3CS2)3N, J = 7,3 Hz), 3,21 (m, 1H, H-3') ; 
3,60-3,95 (m, 3H, H-4' ,5 " , 5 " ) ; 3, 72 (s, 3H, CH30Tir) ; 6,00 
(t, 1H, H-1', J - 6,3 Hz) ; 6,61 (d, 1H, HP, J = 585 Hz) ; 
6,80-7,55 (m, 14H, Tr) ; 7,66 (s, IH, H-6) ; 10,5 (si, 1H, 
NH) ; 10,8 (si, 1H, NH) ppm 

30 RM^^^P (DMSO-d^) : 5 = 2,055 ppm. 

0-0 ' -bis ( 3 • -N- ( 4-methoxy tr i tyl ) -amino ) 2 " , 3 * didesoxy- 

thymidin-5'—yl) -phosphate 6. 
35 Au melange de 2,19 g (3,23 mmol.) d * hydrogenophosphonate 5 et 

de 1,49 g (2,90 mmol.) du nucleoside 4 dans 42 ml de pyridine 
sOnt~ a joutes l7^t)"ml X 9 , 7^-Tranol .i" de- chiorure de pivaloy ie • 

Apres 2 h de reaction, le milieu est dilue avec du CH2CI2/ 

lave avec une solution agueuse de NaHC03 puis a I'eau. La 
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phase organique est sechee sur Na2S04, concentree et coeva- 
poree avec du toluene- Le brut est repris avec 82 ml d*une 
solution d'iode a 2% dans le melange pyridine, eau (98:2). 
Apres 30', le milieu reactionnel est dilue avec du CH2CI2 
5 contenant 1 % de Et3N et avec une solution aqueuse de NaHC03^ 
puis est traite avec une solution aqueuse de thiosulfate de 
sodium jusqu'a disparition de la coloration due a I'iode. La 
phase organique est separee, lavee avec de I'eau, sechee sur 
Na2S04, concentree et coevaporee au toluene, Le diester 6 
10 (2,27 g, 66%) est obtenu apres chromatographic sur colonne de 
gel de silice (eluant : MeOH (0-10%), Et3N (0,5%) dans 
CH2CI2 ) * 

6UV (EtOH) :X max 265 nm (e 12300) 
15 X min 254 nm (e 9200) 

X inflex 231 nm (e 15300) 

SM (FAB negatif , GT) : 1088 (M)", 816 (MH-MTr)" 

RMN^H (DMSO-<i5) : 6 = 1,08-1,50 (m, 2H, H-2',2'*) ; 1,19 (t, 

9H, (CH3CH2)3N, J = 7,3 Hz) ; 1,75 (s, 3H, CH3) ; 3,05 

20 (quadruplet, 6H, (CH3CH2)3N, J = 7,3 Hz) ; 3,20 (m, 1H, 
H-3') ; ^ 3,4 (m, H-4 ' masque par I'eau) ; 3,70 (s, 3H, 
CH30Tr) ; 3,78 (m, 2H, H-5*,5'') ; 6,04 (t, 1H, H-1 ' , J = 6,1 
Hz) ; 6,80-7,52 (m, 1 4H, Tr) ; 10,3 (si, 1H, NH) ; 10,9 (si, 
1H, NH) ppm 

25 RMN^^P (VMSO-d^) : 6 = -1,126 ppm. 

0^0" -bis ( 3 ■ -amino- 2 ' , 3 ' -didesoxy thymidin-5 ' -yl ) phosphate 
(sel d' ammonium) X (compose 1). 

30 Le compose 6 (300 mg, 0,252 mmol . ) est deprotege par reaction 
avec 7,6 ml d*une solution a 2% d'acide benzene sul£onique 
dans le methanol pendant 2 hi L'acide est neutralise par 
addition d'une solution aqueuse de bicarbonate de 
triethylammonium. La phase aqueuse est extraite avec du CH2CI2 

35 puis concentree sous pression reduite. Le residu obtenu est 
chroraatographie . 2 fois sur couche mince de gel de silice 
( eluant : cumnoniaque (10%), eau (10%) dans 1 ' isopropanol ) 
pour conduire, apres filtration sur filtre Millipore et 
lyophilisation dans I'eau, a 41 mg (31%) du diester 7 sous 
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foznne de sel d' anunonium. 

7CLHP : TR : 510 s (99^ 4%) (5% CH3CH/AC ONH4 0,1M) 
UV (H2O) :X max 266 nm (c 15000) 
5 X min 235 nm (e 4000) 

SM (FAB negatif, GT) : 543 (M)"; (FAB positif , GT) : 589 
{M+2Na>*, 567 (MH+Na)*, 545 (M+2H)* 

RMN% (DMSO-d^) : 6 = 1,77 (s, 6H, 2CH3) ; 2,00-2,29 (m, 4H, 
2H-2S2") ; 3,46 (m, 2H, 2H-3') ; 3,70 (m, 2H, 2H-4' ) ; 3,92 
10 (m, 4H, 2H-5',5") ; 6,07 (t, 2H, 2H-1 ' , J = 5,4 Hz) ; 7,64 
(s, 2H, 2H-6) ppm 

RMN^^P {DMSO-dg) ;6 = -0,627 ppm. 



15 o,0'-bis(3'-amino-2',3'-didesoxythymldin-5'-yl) 0-(S-(2-hydro 
xyefchylsiilfidyl) 2-tliioethyl) phosphate 8 (compose 2). 
Un melange de 300 mg (0,252 mmol. ) de diester 6, de 3^5 mg 
(2,52 mmol.) de 4-methoxypyridine N-oxyde et de 1,07 g (2,51 
nunol.) de 0-mono-(4-methoxytrityl) dithiodiethanol (prepare 

20 par reaction d'un grand exces de dithiodiethanol avec du 

chlorure de 4-methoxytrityle) en solution dans 63 ml de CHjClj 
est traite avec 373 mg (1,26 mmol.) de 1-(2-mesitylene-sul- 
fonyl) 3-nitro 1 , 2,4-triazole. Apres 3 h de reaction, le 
milieu reactionnel est dilue avec du CHjClj, lave avec une 

25 solution aqueuse de NaHCOg puis avec de I'eau. La phase 

organique est sechee sur Na2S04, concentree et coevaporee au 
toluene. Le brut est directement deprotege par reaction avec 
7,5 ml d'une solution a 2% d'acide benzene sulfonique dans le 
MeOH en 2 h. L'acide est neutralise par addition d'une solu- 

30 tion 1 M de bicarbonate de triethylammonium. La phase aqueuse 
est lavee avec du CH2CI2 et concentree sous pression reduite. 
- Le brut obtenu est purifi6 par CLHP semi preparative (colonne 
nucleosil C^q, eluant : 12% CH3CN dans une solution 0,05 M 
d' acetate de triethylammonium). Les fractions appropriees 

35 sont evaporees et lyophilisees 4 fois dans I'eau. Apres 

filtration, sur filtre Millipore, une demiere lyophilisation 
donne 50 mg (25%) de triester fi associe a deux molecules 
d'acide acetique. 
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7CUfP : TR : 510 s {99 r 4%) (5% CH3CH/AC ONH4 0,1W) 
UV {H2O) tX max 266 nm (e 15000) 
5 X min 235 nm (e 4000) 

SM (FAB negatif, GT) : 543 (M)*; (FAB positif, GT) : 589 
(M+2Na)*, 567 (MH+Ha)*, 545 (M+2H)* 

RMN% (DMSO-c?5) : 6 = 1 , 77 (s, 6H, 2CH3) ; 2,00-2^29 (m, 4H, 
2H-2'>2'') ; 3^46 (m, 2H, 2H-3') ; 3^70 (m, 2H, 2H-4*) ; 3,92 
10 (m, 4H, 2H-5',5") ; 6^07 (t, 2H, 2H-1 ' , J = 5,4 Hz) ; 7,64 
(s, 2H, 2H-6) ppm 

RMN^^P (DMSO-cf^) :6 - -0,627 ppm, 

15 0,0' -bis ( 3 • -amino-2 ' ^ 3 • -didesoxy thymidin-5 " -yl) 0-(S- ( 2-hydiro 
xyethylsul£idyD 2-thioethyX) phosphate 8 (compose 2) * 
Un melange de 300 mg (0,252 mmol. ), de diester 6, de 3" 5 rag 
(2,52 mmol« ) de 4-methoxypyridine N-oxyde et de 1,07 g (2,51 
mmol - ) de O-mono- ( 4-iriethoxy tri tyl ) di thiodiethanol ( prepare 

20 par reaction d^un grand exces de di thiodiethanol avec du 

chlorure de 4-methoxytrityle) en solution dans 63 ml de CH2CI2 
est traite avec 373 mg (1^26 mmol.) de 1-(2-mesitylene-sul- 
fonyl) 3-nitro 1 , 2,^4-triazole. Apres 3 h de reaction, le 
milieu reactionnel est dilue avec du CH2Cl2r lave avec une 

25 solution aqueuse de NaHC03 puis avec de I'eau. La phase 

orgcuiique est sechee sur Na2S04, concentree et coevaporee au 
toluene. Le brut est directement deprotege pao: reaction avec 
7,5 ml d'une solution a 2% d^acide benzene sulfonique dans le 
MeOH en 2 h. L'acide est neutralise par addition d' line solu- 

30 tion 1 M de bicarbonate de triethylammonium. La phase aqueuse 
est lavee avec du CH2CI2 et concentree sous pression reduite. 
Le -brut obtenu est purifie par CLHF semi preparative (colpnne 
nucleosil C^s, eluant : 12% CH3CN dans une solution 0,05 M 
d' acetate de triethylammonium). Les fractions appropriees 

35 sent evaporees et lyophilxsees 4 fois dans I'eau. Apres 

filtration, siir f litre Millipore, une deimiere lyophilisation 

— donne 5 0 - mg -(-25% ) ^e -t^i es feer 8 assoe-ie-^ -deu-x-moleeules~ 

d'acide acetique. 
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8CLHP : TR 320s (94% ; 7 : 4%) (15% CH3CN/ACONH4 0,1 M) 
UV (H2O) :X max 265 nm (e 15700) 
X min 234 nm (e -4100) 

SM (FAB positif, GT) : 681 (M+H)*, 545 (M- (OCHjCHjS )2+ H)* 
5 RMN^H (DMSO-dg) :6 = 1,78 (s, 6H, 2CH3) ; 1,89 (s, 6H, 
2CH3COO-) ; 1,95-2,19 (m, 4H, 2H-2',2") ; 2,77 (t, 2H, 
CH2CH2OH, J = 6,4 Hz) ; 2,96 (t, 2H, (CH2CH2OP, J = 6,5 Hz) ; 
3,40 (m, 2H, 2H-3') ; 3,59 (t, 2H, (CH2CH2)OH, J = 6,4 Hz) ; 
3,71 (m, 2H, 2H-4') ; 4,10-4,22 (m, 6H, 2H-5',5'', CH2CH2OP) ; 
10 6,14 (dd, 2H, 2H-1 ' , J = 5,7 et 6,7 Hz) ; 7,47 et 7, 46 (s et 
s, 2H, 2H-6) ppm 

RMN^^P (DMSO-dg, D2O) :6 = -0,504 ppm. 
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TABLEAU 



RO^ O — a min odT 
Or 0 — aminodT 



Compose 


R 


1 

2 


NH4* 

HO- (CH2) (CH2) 2- 
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TABLEAU 



RO^ O — dminodr 
0 — aminodr 



Compose 


R 


1 

2 


NH4* 

HO- ( CH2 ) 2-S-S- ( CH2 ) 2- 
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Les composes de 1* invention ont ete soumis a des essais 
pharmacologiques montrant leur interet dans le traitement de 
maladies virales. 

5 - Evaluation de I'activite anti VIH 1 dans les cellules MT4 
MT4 = cellule T humaine transformee par KTLV1 
HTLV = human T lymphotropic virus. 

La multiplication du VIH-1 (souche HTLV IIIB) dans les 
cellules MT4 est suivie par I'effet cytopathogene induit par 
10 le virus* 

Les cellules sont infectees avec une dose de VIH-1 produisant 
apres 5 jours une diminution de 90 % du nombre de cellules 
vivantes , 

Les composes testes sont ajoutes, apres 1 ' adsorption du - 
15 virus, dans le milieu de culture a differenfces 

concentrations- La concentration la plus elevee utilisee est 
10~^M. La viabilite des cellules est mesuree par une reaction 
color imetrique basee sur leur capacite a reduire le bromure 
de 3- (4, 5 dimethylthiazol-2-"yl)-2, 5 diphenyl-tetrazolium en 
20 formazan, propriete due aux deshydrogenases mitochondriales , 
La guantite de formazan produit est appreciee par la mesure 
de la D.O. a 540 nm : cette D*0. est proportionnelle au 
nombre de cellules vivantes. 

Le pourcentage de protection des cellules infectees par le 
25 traitement avec les composes est calcule en appliquant la 
formule proposee par Pauwels et col. 

D.O. 540 des cellules _ D.O. 540 des cellules infectees 
infectees traitees non traitees 

30 

D.O. 540 des cellules _ D.O. 540 des cellules infectees 
non infectees non traitees 

Les composes de 1' invention presentent une activite anti VIH. 

35 

L'effet toxique des composes sur les cellules MT4 non 
infectees est mesure par la merae reaction colorimetrique. La 
dose cytotoxique 50 % (CD50) est la concentration de compose 
provoquant une diminution de moitie de la D.O. 540 par 
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rapport a celle des cellules temoins. 
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rapport a celle des cellules temoins^ 
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ANNEXE 1 



RO O— amInodT 
0^ O — ominodT 



O 



-0-aminodT 
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* Revendications 

1, Derives de 2 ' , 3 ' -didesoxy-3 ' -amino^thymidine repondant a 
la fomnule 

RO 0 — cminodT 

^p-^ (I) 



to 



cy^ 0 — aminodT 
dans laquelle 

R est NH4-^ OU H0(CH2)2-S-S-(CH2)2-- 

2. Medicament contenant un derive selon la revendication 1 



3. Composition pharmaceutique contenant un derive selon la 
revendication 1 en association avec tout excipient 
15 pharmaceutique acceptable. 



■5 
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to 



12 

* Revendications 

1. Derives de 2' ,3 V-didesoxy-3 ' -amino- thymidine repondant a 
la fonnule 

RO 0 — cminodT 
Cr O — ominodT 

dans laquelle 

R est NH4'^ ou H0(CH2)2-S-S-(CH2)2-- 

2, Medicament contenant url derive selon la revendication 



3. Composition pharmaceutique contenant un derive selon la 
revendication 1 en association ayec tout excipient 
IS pharmaceutique acceptable. 
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